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 RESUMO 
Introdução: pesquisas relacionadas à isquemia e reperfusão (I/R) hepáticas por 
interrupção rápida ou período maior da tríade portal em ratos Wistar, têm demonstrado 
sérias complicações1-4. Objetivo: avaliar o efeito protetor do pré-condicionamento e 
recuperação de lesões hepáticas tardiamente, após I/R em ratos Wistar, através da 
respiração mitocondrial, bioquímica e histologia do fígado. Método: utilizados 48 ratos 
Wistar machos, peso médio 307 ± 44g, oito semanas, divididos em dois estudos. Para 
variáveis ordinais foi realizada análise descritiva, o teste não paramétrico de Mann-
Whitney para as variáveis contínuas e o teste de Kruskal-Wallis para comparar duas 
ou mais amostras, com significância de p<5%. No primeiro estudo foram divididos em 
dois grupos: Pré-Condicionamento (GPC n=10), o pedículo hepático foi isolado e 
submetido ao clampeamento por (10 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusão, 
seguidos por 30 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusão), após este tempo 
coleta de exames e biópsias. No Grupo Operação Simulada (GOS n=10), submetidos 
à manipulação do pedículo hepático em tempos equivalentes ao período de I/R do 
grupo isquêmico, com exceção do clampeamento. No segundo estudo foram divididos 
em quatro grupos: grupo imediato (GI), grupo operação simulada imediato (GOSI), 
grupo tardio (GT) e grupo operação simulada tardio (GOST). Nos grupos isquêmicos 
(GI e GT) com nove animais em cada grupo, o pedículo hepático foi isolado e 
submetido ao clampeamento por 20 minutos, seguido de 20 minutos de reperfusão. 
Nos grupos controles (GOSI e GOST) cinco animais em cada grupo, submetidos à 
manipulação do pedículo hepático equivalente ao período de I/R nos demais grupos, 
com exceção do clampeamento. Nos grupos imediatos (GI GOSI), após o 
procedimento cirúrgico foi realizada a coleta de exames e biópsias. Os animais dos 
grupos tardios (GT e GOST), após estes tempos de I/R, foi realizado o fechamento da 
 parede abdominal em plano único, contínuo, com fio de algodão 3-0. No 28º dia de 
pós-operatório, os animais foram anestesiados e reabertos para coleta de exames e 
biópsias. Resultados: no primeiro estudo as mitocôndrias do GPC apresentaram 
semelhanças ao GOS, quando estimulada com adição da adenosina difosfato (ADP) 
e carbonylcyanide p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP). Na razão do controle 
respiratório (RCR) e o estado de repouso os grupos GPC e GOS foram semelhantes. 
O GPC apresentou AST/ALT elevadas (p<0.03), 60% de congestão sinusoidal e 
congestão venosa na análise histológica quando comparada ao GOS. No segundo 
estudo as mitocôndrias dos grupos isquêmicos quando estimulada por ADP ou FCCP, 
tiveram diminuição significativa da respiração (p<0.001), a RCR no grupo GI (p<0.02) 
quando comparado ao GOSI, a RCR do GT quando comparado ao GOST não houve 
diferença significativa. Na histologia apresentaram: dilatação sinusoidal de 55,55% no 
GI e 66,66% no GT, balonização 77,77% no GI e 55,55% no GT, necrose focal 11,11% 
nos grupos GI e GT. Conclusão: concluímos que o pré-condicionamento apresentou 
efeito protetor da respiração mitocondrial com leve distúrbio bioquímico e histológico 
de imediato e que há viabilidade de recuperações de lesões hepáticas por I/R em ratos 
Wistar tardiamente. 
Palavra chave: isquemia, reperfusão, constrição, mitocôndria, rato Wistar. 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
Introduction: Research related to hepatic ischemia and reperfusion (I/R) due to rapid 
interruption or longer period of portal triad in Wistar rats has shown serious 
complications1-4. Objective: To evaluate the protective effect of preconditioning and 
late liver injury recovery after I/R in Wistar rats through mitochondrial respiration, 
biochemistry and liver histology. Method: 48 male Wistar rats, mean weight 307 ± 44g, 
eight weeks old, were divided in two studies. Descriptive analysys was carried out for 
ordinal variables, Mann-Whitney nonparametric test for continuous variables and 
Kruskal-Wallis test to compare two or more samples, with significance of p<5%. In the 
first study, the subjects were divided in two groups: Preconditioning (PCG n=10) and 
In the Simulated Operation Group (SOG n=10). Int the PCG, the hepatic pedicle was 
isolated and clamped for (10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion, 
followed by 30 minutes of ischemia and 30 minutes of reperfusion). Later, samples 
were collection of exams and biopsies. In the SOG, subjects were submitted to 
manipulation of the hepatic pedicle at times equivalent to the I/R period of the ischemic 
group, except for clamping. In the second study, the subjects were separated in four 
groups: immediate group (IIG), immediate simulated operation group (ISG), late group 
(LIG) and late simulated operation group (LSG). The ischemic groups (IIG and LIG) 
possessed nine animals in each group. The hepatic pedicle was isolated and clamped 
for 20 minutes, followed by 20 minutes of reperfusion. In the control groups (ISG and 
LSG) five animals in each group, submitted to manipulation of the hepatic pedicle 
equivalent to the I/R period in the other groups, except for clamping. In the immediate 
groups (IIG, ISG), after the surgical procedure, exams and biopsies were collected. 
The animals of the late groups (LIG, LSG), after these I/R times, the abdominal wall 
was closed in a single plane, continuous, with 3-0 cotton thread. On the 28th 
 postoperative day, the animals were anesthetized and reopened for exams and biopsy 
collection. Results: In the first study, PCG mitochondria showed similarities to SOG 
when stimulated with the addition of adenosine diphosphate (ADP) and 
carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylidrazone (FCCP). Reason of respiratory 
control (RCR) and resting state in the PCG and SOG groups were similar. The PCG 
presented high AST/ALT (p<0.03), 60% sinusoidal congestion and venous congestion 
on histological analysis when compared to SOG. In the second study, mitochondria of 
the ischemic groups when stimulated by ADP or FCCP had significant decrease in 
respiration (p<0.001), RCR in IIG group (p<0.02) when compared to ISG, the RCR of 
LIG when compared to LSG there was no significant difference. In the histology 
presented sinusoidal dilation was 55.55% in IIG and 66.66% in LIG, ballooning 77.77% 
in IIG and 55.55% in LIG, focal necrosis 11.11% in IIG and LIG groups. Conclusion: 
We concluded that preconditioning had a mitochondrial respiration protective effect 
with mild biochemical and histological disturbance immediately and that there is 
viability of liver injury recovery by I/R in belatedly Wistar rats. 
 
Keywords: ischemia, reperfusion, constriction, mitochondria, Wistar rat. 
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INTRODUÇÃO 
Um dos tratamentos mais indicados para doentes com insuficiência hepática 
terminal e hepatite aguda grave é o transplante hepático, sendo que a sobrevida 
destes doentes vem aumentando eficientemente nos últimos anos devido aos avanços 
nas técnicas cirúrgicas cada vez mais aprimoradas, a utilização de equipamentos 
cada vez mais sofisticados e a utilização de drogas protetoras1-7. 
A isquemia e reperfusão (I/R) são procedimentos muitas vezes necessários 
para o controle de hemorragias durante ressecções, traumas e transplantes 
hepáticos5-17. A isquemia é a diminuição ou suspensão do fluxo sanguíneo para 
alguma área do organismo, podendo ser ocasionada por obstrução arterial ou por 
vasoconstrição5-17. A reperfusão é o retorno deste fluxo sanguíneo para o local no qual 
ocorreu a isquemia5-17. 
O procedimento cirúrgico utilizado para a obtenção de exclusão do fluxo 
sanguíneo ao fígado, como forma de prevenção e tratamento para a contenção de 
hemorragias hepáticas, nas ressecções hepáticas e nos transplantes de fígados é a 
manobra de Pringle, na qual é realizada a oclusão contínua e concomitantemente da 
artéria hepática, da veia porta e das vias biliares1-4,6,17-21. 
Esta interrupção da irrigação sanguínea ao fígado, durante procedimentos 
cirúrgicos com a finalidade de evitar sangramentos, demonstram diversos danos ao 
órgão; perante isso foram desenvolvidas outras técnicas cirúrgicas afim de se 
minimizar os danos e suas consequências a curto e longo prazo, como o 
clampeamento intermitente e o pré-condicionamento1-4. 
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Nas intervenções de longa duração, o clampeamento intermitente do pedículo 
hepático é uma das opções cirúrgicas utilizadas, em que se intercalam períodos de 
isquemia seguido de reperfusão repetidas vezes, evitando-se um período longo de 
hipóxia ao órgão22-28. 
O pré-condiconamento isquêmico, tem levado a grandes discussões sobre o 
seu efeito protetor, onde se inicia a oclusão da tríade portal com curtos períodos de 
I/R, seguido por um tempo prolongado de I/R14,29-36. 
Existem duas técnicas cirúrgicas de I/R do pedículo hepático, tanto a 
intermitente quanto a de pré-condicionamento que foram desenvolvidas com a 
finalidade de reduzirem o grau de lesões hepáticas em períodos comparáveis à 
técnica de clampeamento contínuo1-4,22-36. 
As lesões de I/R hepáticas são demonstradas através de estudos após a 
oclusão seguida de revascularização hepática; esta interrupção rápida ou por período 
prolongado do pedículo hepático, tem demonstrado várias complicações, 
prejudicando a regeneração hepatocelular, sendo ainda um dos principais obstáculos, 
ocasionando disfunção hepática, morbidade e mortalidade operatórias durante 
ressecções hepáticas, assim como no transplante de fígado1-5,8,18-21,27,28,32-45. 
Entretanto a lesão de I/R é um fenômeno complexo e não está totalmente 
explicado, envolvendo uma complexa cascata de eventos em que se englobam: as 
alterações enzimáticas, a perda de energia, o desequilíbrio da hemostasia iônica, a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), o comprometimento da função 
mitocondrial, a oclusão de microvasos e a morte celular1-5,8,39-56. 
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A lesão de I/R pode ser secundárias a: isquemia fria (hipotérmica) e isquemia 
quente (normotérmica). A primeira ocorre durante o armazenamento e preservação 
do órgão para transplantes, já a segunda tem grande relevância para cirurgias 
hepáticas1-3,5,8,11. Em ambos os processos são produzidos ERO, sendo que na 
isquemia normotérmica essa lesão de I/R é considerada mais prejudicial ao 
metabolismo e às vias moleculares, pois na isquemia hipotérmica o metabolismo e o 
consumo de adenosina trifosfato (ATP) são significativamente menores1-3,5,8,11. 
As lesões de I/R também podem ser analizadas de duas formas distintas: a 
fase inicial e a fase tardia1,11,13. Na fase inicial em que ocorre até duas horas após a 
reperfusão, corresponde a resposta das células de Küpffer, pelo estresse oxidativo 
liberado por citocinas pró-inflamatórias, mediante a privação de nutrientes e de 
oxigênio ao órgão1,11,13. Na fase tardia, em que ocorre lesões causadas entre 6 a 48 
horas após a reperfusão do órgão, ocorre uma resposta inflamatória mediada pelo 
recrutamento de neutrófilo associado ao dano durante a liberação da ERO1,11,13. 
Atualmente se conhece os efeitos causados durante a I/R do fígado nestas 
duas fases; inicial e tardia, mas pouco se conhece sobre os seus efeitos após um pós-
operatório prolongado, visando as possíveis recuperações celulares e a permanência 
destes danos, sendo importante para qualidade de vida dos doentes. 
Estas lesões podem ser detectadas através das dosagens das enzimas 
séricas, da respiração mitocondrial e da histologia do fígado27,28,33,34,51,57-61. 
A análise das lesões de I/R são detectadas através das enzimas séricas 
liberadas após o rompimento celular hepático, passando para o sistema circulatório, 
fornecendo informações clínicas da extensão, magnitude e curso (aguda ou crônica) 
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da lesão; são consideradas marcadores sensíveis de dano hepatocelular e 
observadas antes ou logo após o procedimento cirúrgico, estando diretamente 
correlacionada com o tempo de hipóxia sofrida pelo órgão e da reperfusão do 
parênquima remanescente57-59,62-66. 
As transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina 
aminotransferase (ALT), em elevadas concentrações, são marcadores de lesões do 
fígado e frequentemente utilizadas na prática clínica para as avaliações dos doentes 
e nas alterações da permeabilidade da membrana plasmática34,57-59. 
A AST é uma enzima que pode ser encontrada tanto no fígado, como no 
pâncreas, nos rins, nos músculos esqueléticos e no miocárdio, sendo que qualquer 
dano celular nestes tecidos pode resultar na elevação de seus níveis séricos57-59. 
A ALT é mais utilizada para a avaliação do fígado, pois a elevação dos níveis 
séricos quando ocorrem danos hepáticos excedem a concentração do miocárdio e de 
outros órgãos; sua elevação está relacionada ao dano hepatocelular agudo57-59. 
Tanto o método de oclusão vascular contínuo, quanto intermitente acabam 
elevando de forma intensa as concentrações destas enzimas AST e ALT em estudos 
experimentais, induzido por um efeito deletério mais acentuado27,28,32,33,49, entretanto 
estudos demonstram que o pré-condicionamento isquêmico levam a um aumento de 
forma mais moderada, minimizando os danos sofridos após I/R do órgão34-36,46,47,58. 
As mitocôndrias são organelas responsáveis pela produção da maior parte da 
energia celular, através do processo chamado de respiração celular, que utiliza a 
cadeia transportadora de elétrons (CTE), presente na membrana mitocondrial 
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interna1,32,39,40,42,67-69. Dependendo do tipo de célula, há variação do tamanho, da 
forma, da quantidade e da distribuição das mitocôndrias1,32,39,40,42,67-69. 
Sendo assim, a atividade respiratória mitocondrial e a geração de radicais 
livres, são consideradas bons parâmetros para se avaliar a lesão de I/R do fígado; a 
mitocôndria tem incumbência essencial, uma vez que passa por diversas 
modificações e podem contribuir para o dano do órgão durante o fenômeno de 
I/R1,27,30,32,39,40-46,51,53,56,68. 
O período de anóxia está relacionado com a falta de energia ao órgão, levando 
a um metabolismo anaeróbico ocasionando a redução da produção de adenosina 
trifosfato (ATP) pela CTE, levando ao aumento da produção de hipoxantina, 
aumentando o influxo de cálcio (Ca2+), lise das proteínas estruturais e das 
membranas, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial acarretando uma 
alteração no sistema de fosforilação oxidativa1,67-69. 
A depleção de ATP por hipóxia e há escassez de energia, ocorre falhas na 
bomba de sódio (Na+) e potássio (K+), que está localizada na membrana celular, 
iniciando assim a entrada de sódio e água, para o meio intracelular e a saída do 
potássio, para o meio extracelular, deixando a célula mais túrgida, podendo levar ao 
edema intracelular, dependendo do tempo de hipóxia1,11-13,32,70-73. 
Neste contexto inicia-se a acidose intracelular em decorrência da redução de 
ATP que é provocada pela glicólise anaeróbica e consequente acúmulo do ácido 
láctico; essa redução do pH intracelular inicial, em níveis moderados, atua como um 
citoprotetor por inibir a ação das hidrolases1,74-76. 
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Com a intensificação do meio ácido intracelular, esta função de citoproteção 
deixa de ser vantajosa e começa a atuar de forma antagônica, desfavorecendo a 
cinética normal das enzimas, privando a célula dos seus mecanismos normais para 
manutenção da homeostasia celular1,32,39-42. 
A redução da ATP está diretamente relacionada com o período da isquemia, 
mas um dos fatores essenciais da viabilidade da função do fígado é a velocidade com 
que a reoxigenação é restaurada durante a reperfusão1,32,77,78. 
Com a restituição da reperfusão ocorre consequências positivas ao órgão: 
restabelecimento da oferta de energia e a remoção dos metabólitos tóxicos32-34,51,79,80. 
Entretanto, podem ser provocados distúrbios metabólicos, acentuando as lesões 
teciduais, se o retorno de sangue for rico em potássio e com pH ácido para a 
circulação sistêmica1,32,34,51,79,80. 
A produção da maior parte da ERO é uma consequência da passagem de 
elétrons através da cadeia respiratória80-84. Estes elétrons se combinam com o 
oxigênio (O2) em passos intermediários da CTE, principalmente nos complexos 
respiratórios I e lll, promovendo a redução mono eletrônica do oxigênio, produzindo 
assim, o radical superóxido (O2 •-)79-84. 
Estes radicais livres de oxigênio são extremamente reativos e citotóxicos, 
podendo agravar as lesões secundárias à I/R, causando alterações sistêmicas tanto 
ao fígado como aos rins, supra renal, pulmões, pâncreas, intestino e ao 
coração1,32,70,79-86. 
A ERO produzidas na mitocôndria acabam oxidando macromoléculas, tanto 
na própria organela, como podem ser enviadas para outros sítios intracelulares, sendo 
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que os primeiros alvos destes danos oxidativos são as proteínas presentes na 
membrana mitocondrial interna87-92. 
Nos complexos das CTE mitocondriais podem ocasionar alterações após 
isquemia, reduzindo a sua eficiência durante a produção do ATP e do sistema 
antioxidante fisiológico91-93. 
A transição de permeabilidade da membrana mitocondrial (TPMM) está 
relacionada com o período de I/R, desenvolvida por diversas condições tais como: a 
maior produção de ERO, esgotamento do sistema de antioxidantes, alteração das 
taxas de nucleotídeo piridina, oscilação da concentração de íons Ca2+ e aumento de 
fosfato inorgânico na matriz mitocôndrial1,32,87,94,95. A TPMM, torna-a 
progressivamente permeável a íons, a pequenas proteínas, ao suporte osmótico e 
prótons1,32,87-95. 
Com a elevação da TPMM se intensifica a disfunção da CTE, observada 
através da diminuição da respiração mitocondrial nos complexos da cadeia 
respiratória, podendo também proporcionar a redução da razão do controle 
respiratório (RCR), que é a razão entre (o estado estimulado III pelo estado de repouso 
IV), medido através das mitocôndrias isoladas ou diretamente em biópsias, após 
diferentes períodos de I/R1,32,79-82,87,95-100. 
A via metabólica na qual utiliza a energia liberada de reações de oxirredução 
que ocorrem na CTE na membrana interna da mitocôndria é a fosforilação oxidativa, 
fosforilando o ADP em ATP1,32,87. Em estudos com respiração mitocondrial é 
demonstrado que o complexo III da CTE, quando estimulado por ADP, causa a 
elevação da velocidade do consumo de oxigênio pelas mitocôndrias1,27,32,87,96. 
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A utilização de oligomicina traz a respiração mitocondrial ao estado de 
repouso (basal), inibindo a ATPsintase, impedindo a passagem de prótons para dentro 
da mitocôndria27,32,87. 
Um desacoplador da fosforilação oxidativa mitocondrial, é o carbonylcyanide 
p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP), suspendendo a síntese de ATP por transportar 
prótons através da membrana interna da mitocôndria, despolarizando o potencial de 
membrana mitocondrial27,87; estudos demonstram inibição da respiração mitocondrial, 
após I/R com uma inibição da velocidade de consumo de oxigênio, quando estimulado 
com FCCP27,87. 
Nos últimos anos a quantidade de estudos relacionadas à I/R do fígado vem 
aumentando, em que se realizam isquemia por curto ou longo período, e têm se 
observado graves complicações causadas por lesões secundárias à I/R1,14,27,30,32-36,95. 
As lesões mitocondriais e as lesões após I/R hepáticas vem sendo estudados, 
nos últimos anos, utilizando o isolamento das mitocôndrias ou diretamente em 
biópsias, avaliando a respiração mitocondrial e sua CTE em diversos órgãos como: 
fígado, miocárdio, músculo esquelético, rins e cérebro1,14,27,29,32,96,101-108. 
A avaliação mitocondrial, diretamente em biópsias hepáticas, é importante por 
que evita possíveis danos a estrutura mitocondrial como: o rompimento da rede 
estrutural ou tridimensional, a degradação de moléculas e de proteínas solúveis 
localizadas na matriz mitocondrial, o que pode levar a inibição da atividade das suas 
funções vitais, induzidos pela homogeneização mecânica e pela ação insidiosa do 
tampão, durante o isolamento mitocondrial82,108. 
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É possível realizar estas avaliações sem causar esses possíveis danos por 
efeitos mecânicos ou químicos, nas estruturas mitocondriais, utilizando um oxígrafo 
de grande resolução de respirometria, em que se mede a atividade mitocondrial 
diretamente em biópsias27,87,88,96,109-111. 
Tipos diferentes de células estão presentes no fígado, tais como: as células 
endoteliais sinusoidais, os hepatócitos, as células de Küpffer e as células dos ductos 
biliares, sendo estas mais sujeitas a diferentes tipos de prejuízos induzidas pela I/R, 
durante as cirurgias hepáticas1,11,12,32. 
Durante isquemia normotérmica pode ocorrer vacuolização citoplasmática, 
congestão sinusoidal e/ou venosa, balonização e dependendo do tempo de isquemia, 
focos de necrose e infiltração gordurosa1,11,12,27,32,112. 
Já na isquemia hipotérmica pode ser encontrado edema celular e ruptura das 
células sinusoidais, mesmo com a morfologia hepatocelular aparentemente 
normal1,11,32,113. 
A restauração do fluxo sanguíneo ao tecido hepático isquêmico está 
associada a distúrbios circulatórios sistêmicos, a elevação da permeabilidade 
vascular, com o edema e desarranjo estrutural hepatocelular, a perda da viabilidade 
do endotélio dos sinusoides, a ativação das células de Küpffer e neutrófilos podendo, 
na dependência da duração da isquemia, ocasionar a morte celular1,32,33,114. 
Distúrbio da microcirculação como aderência de plaquetas e leucócitos, 
mantém o processo isquêmico, originando consequentemente uma redução do fluxo 
sanguíneo e a manutenção do processo de oclusão, na qual pode levar a perda da 
viabilidade do endotélio1,114,115. 
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A apoptose ou morte celular programada, é um evento celular fisiológico 
destinado a controlar o turnover celular e a hemostasia celular91. Com o aumento da 
morte celular devido à apoptose após a I/R, pode se acarretar o desenvolvimento da 
falência do órgão1,11,32,88. 
Uma vez liberadas no citosol, estas proteínas induzem a apoptose por 
contribuir para a ativação de caspases (no caso de citocromo c) ou por uma via 
independente de caspases1,11,94,95. 
Com estas modificações segue-se autólise secundária à isquemia: o edema 
dos lisossomos, a vacuolização do retículo endoplasmático, o vazamento de enzimas 
e proteínas, e a descaracterização da compartimentalização celular70,71. A integridade 
das membranas não pode ser mantida, ocasionando assim a morte celular70,71. 
Diante dos dados levantados e das divergências sobre os melhores métodos 
de clampeamento do pedículo hepático, sentimos a necessidade de estudar as lesões 
de I/R no fígado, procurando técnicas mais aprimoradas, tempos mais adequados 
para I/R total do pedículo hepático com pré-condicionamento e avaliações de I/R 
contínuas de imediato e em períodos mais prolongados de pós-operatório. 
Até o presente não se tem, na literatura, estudo avaliando a atividade 
mitocondrial diretamente em biópsias de fígado, de imediato e no pós-cirúrgico tardio 
(28 dias), após curtos períodos de I/R total com clampeamento contínuo de 20 minutos 
e pré-condicionamento isquêmico de imediato com (10 minutos de I/R, seguidos de 
30 minutos de I/R), do pedículo hepático em ratos Wistar, utilizando um oxígrafo de 
grande resolução de respirometria. 
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OBJETIVOS 
OBJETIVO GERAL 
- Avaliar o efeito protetor do pré-condicionamento e recuperação de lesões 
hepáticas tardiamente, após I/R em ratos Wistar, através da respiração mitocondrial, 
bioquímica e histologia do fígado. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Avaliar o efeito do pré-condicionamento após I/R hepática em ratos Wistar, 
através da respiração mitocondrial, histologia do fígado e perfil hepático. 
- Avaliar a atividade respiratória mitocondrial e histologia do fígado em rato 
Wistar, após manobra de Pringle em dois tempos de estudo: imediato e tardio. 
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MÉTODO 
Trata-se de estudo de intervenção, cujos procedimentos foram realizados de 
modo aleatório, no Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE), da 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas (FCM – 
Unicamp). Foram realizadas as intervenções cirúrgicas no Laboratório de Transplante 
Hepático – FCM – Unicamp, os exames mitocondriais foram processados no 
Laboratório de Bioenergética – FCM – Unicamp do NMCE, a preparação das lâminas 
para a análise de histologia no Laboratório de Anatomia Patológica (LAP) do Hospital 
de Clínicas (HC) Unicamp e os exames bioquímicos foram realizados no Laboratório 
de Patologia Clínica (LPC) (HC-Unicamp). 
O projeto foi dividido em dois artigos e aprovado pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais CEUA/UNICAMP, sob os números de protocolos: artigo-1 (3905-1) e 
artigo-2 (3042-1). 
ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO 
Foram utilizados 48 ratos Wistar machos adultos, sadios, com peso médio de 
307 ± 44g, com idade de oito semanas, da linhagem (Rattus novergicus albinus, 
rodentia, mammalia). Estes foram fornecidos pelo CEMIB (Centro Multidisciplinar 
para Investigação Biológica - Unicamp) e mantidos no Biotério do NMCE, com máximo 
de cinco animais em cada gaiola, em condições ambientais controladas de 
luminosidades e temperatura, em ciclos diurnos de luz, recebendo dieta padrão e água 
ad libitum até o final da pesquisa. 
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ANESTESIA 
Os animais foram divididos aleatoriamente entre os grupos de estudo, para a 
intervenção cirúrgica os animais em condições de normalidade, após jejum de 8 horas. 
Foram pesados e anestesiados com tiopental sódico 25 mg/kg (Cristália 
Pharmaceutical Chemical Ltda, Campinas/SP, Brasil) intravenosa, pela veia caudal 
com dispositivo para infusão intravenosa estéril, 23 G e cloridrato de xylazina 30 
mg/Kg (Rhobifarma Pharmaceutical Ltda, Hortolândia/SP, Brasil) intramuscular, no 
músculo da porção posterior das patas traseiras (músculo quadríceps). 
TRICOTOMIA 
Foi realizada tricotomia da parede abdominal anterior com tosquiadora Oster 
Golden A 5-modelo 5-5-55J (Madison, WI, EUA) e antissepsia da pele da região 
abdominal com solução polivinilpirrolidona iodada 10% (Johnson Wax Ltda, RJ, 
Brasil). 
PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 
No Laboratório de Transplante Hepático Experimental – FCM – Unicamp, os 
animais foram imobilizados em decúbito dorsal em prancha cirúrgica apropriada. O 
oxigênio foi administrado em fluxo contínuo 2,0 L/min, fornecido em campânula 
plástica semi-aberta favorecendo a respiração durante todo experimento. Procedeu-
se a abertura do abdômen em “U”26. 
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ARTIGO – 1: Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 
estudo. 
No Grupo Pré-Condicionamento – (GPC) dez animais, o pedículo hepático foi 
isolado e submetido ao clampeamento com micro pinça vascular por (10 minutos de 
isquemia e 10 minutos de reperfusão, seguidos por 30 minutos de isquemia e 30 
minutos de reperfusão), após este tempo de 80 minutos foi administrado 1,0 ml de 
soro fisiológico a 0,9% no peritônio (uma única vez). 
No Grupo Operação Simulada – (GOS) dez animais, foram submetidos à 
manipulação do pedículo hepático em tempos equivalentes ao período de isquemia 
e reperfusão do grupo isquêmico de 80 minutos, após este tempo foi administrado 
1,0 ml de soro fisiológico a 0,9% no peritônio (uma única vez).
 
Figura 1: Fluxograma do primeiro estudo. Abreviaturas: GPC, Grupo Pré-Condicionamento; 
GOS, Grupo Operação Simulada; min, minuto. 
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ARTIGO – 2: Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 
estudo: grupo imediato – (GI), grupo operação simulada imediato – (GOSI), grupo 
tardio – (GT) e grupo operação simulada tardio – (GOST). 
Nos grupos isquêmicos (GI e GT) com nove animais em cada grupo, o 
pedículo hepático foi isolado e submetido ao clampeamento com micro pinça vascular 
por 20 minutos, após este tempo a pinça foi removida e reperfusão por 20 minutos, 
após 40 minutos de experimento foi administrado 1,0 ml de soro fisiológico a 0,9% no 
peritônio (uma única vez). 
Nos grupos controles (GOSI e GOST) com cinco animais em cada grupo, 
foram submetidos à manipulação do pedículo hepático e um período total de 40 
minutos de observação, equivalente, ao período de I/R nos demais grupos, foi 
administrado 1,0 ml de soro fisiológico a 0,9% no peritônio (uma única vez). 
Os animais dos grupos tardios (GT e GOST), após estes tempos de isquemia 
e reperfusão foi realizado o fechamento da parede abdominal em plano único, 
contínuo, com fio de algodão 3-0, e os animais foram devolvidos às gaiolas. No 28º 
dia de pós-operatório, após jejum de 8 horas, os animais dos grupos GT e GOST 
foram anestesiados, reabertos para coleta de exames. 
- 34 - 
 
 
Figura 2: Fluxograma do segundo estudo. Abreviaturas: GI, Grupo Imediato; GT, Grupo 
Tardio; GOSI, Grupo Operação Simulada Imediato; GOST, Grupo Operação Simulada Tardio; min, 
minuto; P.O., Pós-Operatório. 
COLETA DE EXAMES 
Após cada tempo de experimento foi realizado coleta de biópsias hepáticas 
aleatórias do lobo esquerdo para avaliação da respiração mitocondrial, lobo médio 
para avaliação histológica e coleta de ± 3,0 ml de sangue, por cateterismo da aorta 
abdominal com cateter intravenoso nº 22 protegido da luz com papel alumínio para 
dosagens das transaminases. Em todos os grupos o sacrifício dos animais foi 
realizado através de secção cardíaca, estando os animais ainda anestesiados. 
 
- 35 - 
 
AVALIAÇÃO MITOCONDRIAL 
Para a avaliação mitocondrial, foi retirado do lobo esquerdo uma biópsia 
medindo de 2.0 x 1.0 x 2.0 cm, que foi colocado em 5ml de solução de conservação 
contendo (2,77 mM de CaK2EGTA, 7,23 mM de K2EGTA, 6,65 mM de MgCl2.6H2O, 
15 mM de Na2Pospho-creatine, 20 mM de Imidazole, 0,5 mM de Dithiothreitol (DDT) 
e 50 mM de MES) em 1,0L com (pH 7,1), em um becker e mantida a 4ºC em uma 
caixa de isopor com gelo moído para análise mitocondrial. 
Esta biópsia foi processada no Laboratório de Bioenergética – FCM – 
Unicamp do NMCE, onde foi utilizado um cortador automático (CHOPPER) de 
precisão para que sejam feitos cortes homogêneos em micros pedaços. 
Para medir o consumo de oxigênio das biópsias foi utilizado um oxígrafo de 
grande resolução de respirometria OROBOROS® (Innsbruck, Austria), com agitador 
magnético e regular com temperatura 37°C. 
Foram coletados aleatoriamente dois micros pedaços com peso médio de 4,0 
a 6,0 mg, e inseridos nas cubas do aparelho junto com 2,1 ml de solução de meio de 
reação MIRO5 contendo (0,5mM de EGTA, 3mM de MgCl2.6H2O, 60 mM de K-
lactobionate, 20 mM de Taurine, 10 mM de KH2PO4, 20 mM de HEPES, 110 mM de 
Sucrose e 1 g/l de BSA) em 1,0L com (pH 7,2). Em seguida a atividade respiratória 
mitocondrial foi analisada por meio da adição sequencial de 20 uL de Piruvato, 20 uL 
Malato, 20 uL de solução de 42 mM de ADP, 2 uL de solução de 1 mg/ml de 
oligomicina, 0,8 uL de solução 1 mM de carbonylcyanide p-Trifluormetoxifenilidrazona 
(FCCP) e os dados foram determinados usando o software específico do aparelho. 
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Figura 3: Gráfico utilizando o softwer específico do aparelho OROBOROS, durante a 
avaliação da respiração mitocondrial, com adição de ADP, oligomicina e FCCP, no gráfico azul mostra 
a diminuição da concentração de oxigênio em relação ao tempo, sendo utilizado pelas biópsias dentro 
da cuba, também podemos observer no gráfico vermelho o fluxo por massa de oxigênio em relação ao 
tempo, fornecendo a velocidade de respiração das biópsias dentro da cuba. Abreviaturas: ADP, 
adenosina difosfato; FCCP, carbonylcyanide p-Trifluormetoxifenilidrazona; O2, oxigênio. 
AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 
A avaliação histológica, foi realizada no LAP-HC-Unicamp. A leitura das 
lâminas foi feita por um único patologista, em estudo cego. Foram retirados dois 
fragmentos do lobo médio do fígado de cada animal. Estes foram colocados em 
solução de formol a 10% por tempo máximo de 24 horas. Após este período, foi 
colocado em álcool 70%, e desidratado em bateria de álcool e xilol e, em seguida, 
incluídos em parafina e corados com Hematoxilina - Eosina (HE) e tricromo de 
Masson. Foram avaliados buscando-se as seguintes alterações morfológicas no 
fígado: congestão venosa, congestão e/ou dilatação sinusoidal, balonização, 
vacuolização citoplasmática e necrose focal. 
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AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 
As amostras de sangue colhidas foram centrifugadas (Centrifuga Fanem-206-
R,SP,Brasil) a 2.500 rpm, durante 10 minutos, o soro foi separado em microtubos 
Eppendorf, mantido em gelo e encaminhado para o Laboratório de Patologia Clínica 
do Hospital de Clínicas da Unicamp (LPC-HC-Unicamp),  para  dosagens séricas: 
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotrasferase (ALT), em (U/L). Estas 
foram realizadas por método enzimático cinético com equipamento automatizado 
(MODULAR P800 EVO Fabricante: Hitachi High - technologies Corporation – Tokyo; 
Japão). 
ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Foi utilizada análise descritiva de frequência para as variáveis ordinais, o teste 
não paramétrico de Mann-Whitney para as variáveis contínuas e o teste de Kruskal-
Wallis para comparar duas ou mais amostras. O nível de significância foi de 5%. Usou-
se o programa Sigma Stat versão 3.5 (Systat Software, Chicago, IL, EUA). 
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RESULTADOS 
Nossos resultados são produtos decorrentes de nossas pesquisas, em que, 
já foram publicados e estão sendo demonstrados em dois artigos. 
Artigo – 1
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Artigo – 2
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DISCUSSÃO GERAL 
O procedimento cirúrgico de I/R se faz necessário no dia a dia dos cirurgiões, 
sendo amplamente utilizado durante os transplantes e cirurgias na qual requer a 
interrupção do fluxo sanguíneo ao órgão. Pringle descreveu a manobra cirúrgica do 
clampeamento do pedículo hepático, na qual é utilizada nos transplantes e grandes 
cirurgias hepáticas, sendo ainda a disfunção do enxerto, importante causa de 
morbidade e mortalidade pós-operatória1-17,27-34. 
Reproduzimos no rato Wistar, dois métodos experimentais de I/R total do 
pedículo hepático: o pré-condicionamento e o clampeamento contínuo, em ambos a 
veia porta, artéria hepática e ducto biliar foram pinçados juntos, variando apenas o 
tempo e a quantidade de clampeamento, para possíveis estudos deste fenômeno 
ainda pouco compreendido. Nosso trabalho avaliou o efeito do pré-condicionamento, 
após I/R hepática em ratos Wistar, através da respiração mitocondrial, histologia do 
fígado e as enzimas (AST/ALT).  Após manobra de Pringle avaliamos dois tempos: 
imediato e tardio, a atividade respiratória mitocondrial e histologia do fígado. 
Afim de manter a anestesia, analgesia e o bem-estar dos animais durante o 
procedimento cirúrgico, anestesiamos os animais com tiopental sódico, um anestésico 
de ação rápida e cloridrato de xylazina para o relaxamento muscular e analgesia, 
injetados intravenosa e intramuscular, respectivamente. Este procedimento foi 
escolhido por ser rápido, menos invasivo e padronizado em nossos estudos, 
facilitando o controle do anestésico que foi eficiente para anestesia e analgesia, 
preservando assim a integridade dos animais26,27. 
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Após a anestesia, para favorecer e manter a respiração adequada dos 
animais, administramos oxigênio num fluxo contínuo, fornecido em campânula plástica 
semi-aberta26,27, sendo que durante todos os procedimentos operatórios não 
obtivemos óbito durante a operação, e nem no pós-operatório. 
O método de abertura em “U”26, nos proporcionou visão ampla de todo campo 
operatório, localização e manuseio do pedículo hepático, inserção da micro pinça 
vascular, observação da mudança de cor durante a revascularização do fígado, 
abertura e fechamento da parede abdominal nos tempos de I/R de cada grupo e coleta 
dos exames. Evitou-se assim, sangramentos, diminuindo a aderência e possíveis 
lesões com a utilização de afastadores. Estas causas foram consideradas como um 
dos principais riscos de mortalidade em modelos experimentais63,116. 
O método pré-condicionamento é visto como protetor hepático por causar 
menos danos ao órgão em comparação com clampeamento contínuo14,23,29-36. Sendo 
assim, o pré-condicionamento foi o método de escolha na realização deste estudo de 
I/R hepática no rato. 
Com a finalidade de avaliar a preservação da respiração mitocondrial foi 
usado o equipamento de alta resolução de respirometria (OROBOROS®), nas 
avaliações da respiração das mitocôndrias27,87. 
Este método de avaliação da respiração mitocondrial foi utilizado também 
para os grupos de estudo de clampeamento contínuo e adotamos um tempo de I/R 
menor e as avaliações em dois grupos diferentes: imediato e tardio. 
Alguns autores associam a lesão de I/R diretamente com à disfunção 
mitocondrial e aumento de ERO1,27,28,32,33,79-82,117; seus mecanismos exatos ainda não 
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são totalmente conhecidos e são debatidos. As mitocôndrias são fundamentais para 
a sustentabilidade celular e responsáveis pela produção da maior parte do ATP celular 
e qualquer interferência da função mitocondrial pode interromper a bioenergética 
normal, levando à morte celular. 
Constatamos que o pré-condicionamento pode ter contribuído para proteção 
da respiração mitocondrial e apresentou o consumo de oxigênio normais no estado III 
e IV, após o procedimento de I/R do fígado.   
Atenta-se ao fato que o estado respiratório III significa a capacidade de 
fosforilação oxidativa mitocondrial e consequente produção de energia (fosforilação 
do ADP em ATP)27,32,53-56,112. No nosso trabalho com pré-condicionamento a produção 
de energia foi mantida, quando estimulada por ADP, e quando estimulado por FCCP 
não mostrou inibição da respiração, com níveis semelhantes ao controle no consumo 
de oxigênio. 
O estado respiratório IV é a respiração no estado basal, responsável pela 
geração e manutenção do potencial de membrana mitocondrial e está relacionado 
com a integridade da membrana mitocondrial27,32,53-56. No estudo com o pré-
condicionamento verificamos que a integridade da membrana mitocondrial foi mantida 
no estado IV, por apresentar níveis de respiração semelhantes ao controle. 
O controle respiratório (CR) é a razão entre os estados respiratório III e 
IV27,32,53-56. Comprovamos que o controle respiratório entre os grupos controle e de 
isquemia com pré-condicionamento, mostrou consistência nos resultados, similares 
entre si. Nossos dados são condizentes com trabalhos recentes em que demonstram 
resultados semelhantes com o pré-condicionamento isquêmico parcial 70% do fígado 
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e quando remoto, aplicados em ramos circunflexos do coração ou de membros 
inferiores, atuando como protetores na respiração mitocondrial42,54-56. 
Quando se usou o clampeamento contínuo do pedículo hepático, não se 
repetiu as análises no período imediato, que esse efeito protetor não ocorreu; houve 
uma diminuição do consumo do oxigênio, com uma inibição de 30% quando 
adicionado ADP e 23% com FCCP, demonstrando uma diminuição da fosforilação 
oxidativa e, consequentemente, menor produção energética.  
Observamos também que no estado IV, o grupo isquêmico apresentou valores 
menores do consumo de oxigênio em relação ao grupo controle, indicando uma 
alteração da integridade da membrana mitocondrial. No controle respiratório também 
apresentou diferença entre os grupos estudados, nos revelando danos na cadeia 
respiratória. Nossos resultados se assemelham com a literatura em que estas 
inibições são relatadas, após avaliações imediatas tanto com método contínuo quanto 
intermitentes de I/R do fígado, interferindo diretamente na respiração 
mitocondrial27,39,109. 
Quando avaliamos os animais no período tardio, observamos uma inibição da 
respiração quando estimulado tanto por ADP como por FCCP quando comparado ao 
controle, mas quando comparado ao grupo isquêmico imediato, observamos uma 
diminuição desta inibição de 30% para 17% quando se estimulou com ADP e de 23% 
para 19% quando estimulado por FCCP, sendo assim, percebemos que o pós-
operatório favoreceu essa tendência à normalização da respiração  mitocondrial, pois 
estes apresentaram uma redução dos níveis de inibição em relação aos animais 
isquêmicos avaliados de imediato.  
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Quando se avaliou o estado IV observou-se que o grupo isquêmico 
apresentou valores menores do consumo de oxigênio em relação ao grupo controle 
indicando uma alteração da integridade da membrana mitocondrial ainda presente. 
O CR apresentou semelhança quando comparado ao controle, revelando 
consistência em afirmar que ocorreu uma recuperação da fosforilação oxidativa no 
grupo isquêmico tardio. Sendo que estes dados não estão citados na literatura com 
este pós-operatório. 
Na produção de antioxidante ocorre diminuição da produção de ERO, 
prevenindo a ativação da cascata apoptótica e a oclusão de micro vasos, sendo que 
esses efeitos levam a proteção da função mitocondrial42,54-56. 
Pode ter ocorrido uma liberação de antioxidantes menos eficiente quando 
utilizamos o método contínuo no procedimento de I/R. Quando se aplicou o método 
do pré-condicionamento, observamos uma proteção da atividade respiratória 
mitocondrial. 
Sendo assim, a capacidade de um tecido em resistir à hipóxia depende da sua 
eficiência em manter um metabolismo não oxidativo glicolítico, e a atividade 
mitocondrial forçada resultaria em morte celular induzida pela mitocôndria45,52-53. 
Deste modo, vemos que o pré-condicionamento promoveu condições 
favoráveis à proteção da atividade mitocondrial dos hepatócitos durante o período de 
I/R de 30 minutos e que o tempo pós-operatório no grupo tardio, foi suficiente para 
iniciar uma recuperação do sistema de fosforilação oxidativa, após uma inibição da 
respiração mitocondrial. 
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Na I/R pode ocorrer diferentes tipos de degeneração celular: vacuolização 
citoplasmática, congestão sinusoidal, inflamação e dependendo do tempo da 
isquemia, focos de necrose e infiltração gordurosa. Indícios de necrose é um sinal 
irreversível de lesão hepatocelular em contraste com inflamação, vacuolização e 
congestão sinusoidal, nas quais podem ser reversíveis27,32,64. 
Observamos que após o pré-condicionamento isquêmico, houve alterações 
histopatológicas, entretanto, estas lesões apesar de serem estatisticamente 
significativas, foram de leve intensidade de congestão sinusoidal e congestão venosa. 
O pré-condicionamento preserva grandes áreas da arquitetura normal do 
fígado quando comparado à I/R contínua, sendo considerado um protetor das lesões 
de I/R, minimizando alterações histopatológicas32,64,118. Nossos resultados são 
consistentes com estes estudos de pré-condicionamento isquêmico, indicando um 
efeito protetor. 
Como mostra a literatura, avaliações após I/R total do pedículo hepático em 
ratos, com método contínuo e intermitente, apresentam aumento das alterações 
histopatológicas, variando desde intensa área de congestão do ramo venoso, 
congestão sinusoidal e/ou vacuolização, chegando até a apresentar 
necrose14,27,32,64,118,119. 
Experiências anteriores com avaliações imediatas após I/R em ratos pela 
Manobra de Pringle por tempo prolongado, apontam lesões em 100% dos animais 
com: intensa área de congestão do ramo venoso, congestão sinusoidal e/ou 
vacuolização e necrose14,27. 
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Neste estudo, nas avaliações dos grupos contínuos, confirmam o 
aparecimento de lesões de balonização ou dilatação sinusoidal ou focos de necrose 
em 100% dos animais do grupo isquêmico imediato e 88% no grupo isquêmico tardio, 
sendo que estas alterações não foram constatadas nos grupos controles, 
corroborando com a literatura. 
As alterações enzimáticas (ALT/AST), são consideradas marcadores 
sensíveis de dano hepatocelular e observadas logo após o procedimento cirúrgico, ou 
durante o pós-cirúrgico, estando diretamente associada com o tempo de hipóxia 
sofrida pelo órgão e da reperfusão do parênquima remanescente, enquanto a ALT é 
encontrada unicamente no citoplasma celular a AST é uma enzima citossólica e 
mitocondrial26-28,60. 
Já foi comprovado que tanto o método de oclusão vascular contínuo, quanto 
intermitente acabam elevando de forma mais intensa as concentrações destas 
enzimas, induzindo um efeito deletério mais acentuado, entretanto, estudos 
demonstram que o pré-condicionamento isquêmico pode levar a um aumento de 
forma mais moderada, minimizando os danos sofridos após I/R do órgão27,28,60. 
Comprovamos o efeito protetor no método de pré-condicionamento 
observando a elevação moderada das enzimas, sendo coerentes com a literatura. 
Houve 100% de sobrevida dos animais em nossos estudos estão, portanto, 
relacionado aos procedimentos adotados em nossa pesquisa, comprovamos que o 
pré-condicionamento agiu de forma protetora quando realizamos clampeamento do 
pedículo hepático, atenuando as lesões de I/R, quando comparado a outros métodos 
de I/R contínuo e intermitente. 
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Outra descoberta é que o tempo de pós-operatório, se mostrou viável para 
estudos de I/R em rato Wistar, possibilitando a recuperação da fosforilação oxidativa, 
na qual pode desencadear novas oportunidades de estudos, na busca de respostas 
aos mecanismos da lesão de I/R e seus efeitos, tanto ao fígado como para outros 
órgãos. 
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CONCLUSÃO 
Constatamos que a isquemia com pré-condicionamento em ratos Wistar, pode 
levar à leve distúrbios histológicos e bioquímicos, porém sem o comprometimento da 
respiração mitocondrial. 
A avaliação tardia com uso da manobra de Pringle em ratos Wistar, mostrou 
recuperação do sistema de fosforilação oxidativa e melhora da respiração 
mitocondrial, já a avaliação histológica mostrou manutenção das lesões nos grupos 
isquêmicos. 
Concluímos que o pré-condicionamento apresentou efeito protetor da 
respiração mitocondrial com leve distúrbio bioquímico e histológico de imediato e que 
há viabilidade de recuperações de lesões hepáticas por I/R em ratos Wistar 
tardiamente. 
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